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Verfahren und Verbindungen zur magnetorelaxometrischen Detektion von 

Analyten und deren Verwendung 

Die Erftndung betrifft den in den Patentanspriichen gekennzeichneten Gegenstand, 
5 dafl heiBt Verfahren zur magnetorelaxometrischen qualitativen und/oder 

quantitativen Detektion von Analyten in Fliissig- und Festphasen, Verbindungen zur 
magnetorelaxometrischen Detektion und deren Verwendung in der Analytik und 
Immunomagnetographie . 

Es ist bekannt, dafl die Immunszintigraphie es ermoglicht, pathologische Strukturen 
in vivo mit Hilfe radioaktiv markierter strukturspezifischer Substanzen, die im 
folgenden auch als Marker bezeichnet werden, zu detektieren. Ublicherweise werden 
dazu mit v-Strahlern markierte Antikorper, oder Antikorperfragmente eingesetzt. 
Daneben kommen auch weitere strukturspezifische Substanzen wie z.B. Peptide oder 
Oligo- oder Polynukleinsauren zum Einsatz, bzw. werden in der Forschung erprobt. 
Der Anteil der spezifisch gebundenen Radioaktiviat ist bei alien diesen Verfahren im 
allgemeinen jedoch gering. Dementsprechend ist bei diesen Untersuchungen das 
Niveau der nicht spezifisch gebundenen und damit im Blut zirkulierenden oder sich 
in Organen wie Leber, Niere, ableitende Harnwege oder Blase akkumulierenden 
Marker sehr hoch. Diese hohe Hintergrundstrahlung verhindert in vielen Fallen eine 
ausreichende Detektion der pathologischen Strukturen. Panchapakesan [Immunol. 
Ceil. Biol., 1Q (1992) 295 und Ziegler [New England Journal of Medicine, 224 
(1991) 430] weisen deshalb auf Verbesserungsmoglichkeiten fur die 
Immunszintigraphie hin. Derartige Moglichkeiten werden auch in der EP 0 251 494 
beschrieben. Die meisten der Verfahren zielen darauf ab, die Ausscheidung der 
nicht spezifisch gebundenen Radioaktivitat zu beschleunigen. 

Desweiteren wurde verschiedentlich die Verwendung von mit paramagnetischen 
oder superparamagnetischen Substanzen konjugierten Antikorpern oder 
30 Antikorperfragmenten zur Lokalisation pathologischer Strukturen in vivo 

vorgeschlagen. Als Detektionsverfahren kommen bisher fur derartige markierte 
Antikorper die Kernspintomographie oder die auf Suszeptibilitatsanderungen 
beruhende Magnetometrie (WO 93/05818 und WO 91/15243) in Betracht. Auch bei 
diesen Detektionsverfahren bleibt das Problem des variablen Signalanteils durch 
35 nicht gebundene Anteile des Markers sowie durch naturliche Variationen der 
Suszeptibilitat und Relaxi vital des Gewebes vorhanden. Desweiteren sind die 
Methoden haufig nicht ausreichend empfindlich, um nur geringe Mengen spezifisch 
gebundener Marker detektieren zu konnen. 
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Ein Verfahren, das nur die Detektion des Anteils gebundener Marker ermoglicht 
und dadurch von dem AusrnaB der nicht gebundenen Marker unbeeinflufit ist, ist 
dagegen nicht bekannt. 

Es ist ferner bekannt, dai} quantitative Immunoassays sowie andere Bindungsassays 
(z.B. Rezeptorbindungsassays) es ermoglichen, eine sehr groBe Anzahl von 
Substanzen, die auch von biologischer Relevanz sein konnen, in Proben 
unterschiedlicher Zusammensetzung zu bestimmen. In der Regei wird hierbei jedoch 
nur ein Parameter pro Probe in einem Assay bestimmt. Eine aktuelle Ubersicht der 
verschiedenen Verfahren gibt T. Chard [An Introduction to Radioimmunoassay and 
Related Techniques: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, 
4. ed.. Elsevier Science Publishers, Amsterdam (1990)]. Grundlage aller 
Bindungsassays ist die hohe Nachweisempfindlichkeit isotopen- oder anders 
markierter Verbindungen mit der groBen Spezifitat von Ligand-Rezeptorreaktionen. 

Die bekannten Assayverfahren haben jedoch folgende Nachteile: 

Die Verfahren fur die simultane Bestimmung verschiedener Analyten 
innerhalb derseiben Probe basieren auf der Bindung unterschiedlich radio-, 
fluoreszenz- oder enzymologisch markiener Sonden an die Analyten. Dabei 
wird in der Regel nach anschlieBender Separation und Wasche die nicht 
gebundene bzw. gebundene Aktivitat der Sonde fur die quantitative 
Bestimmung des Analyten gemessen. Die Menge der einsetzbaren 
unterschiedlichen Sondenlabel ist dabei stark begrenzt. So treten zum 
Beispiel im Falle von unterschiedlichen Radioisotopen als Sondenmarkierung 
sogenannte Uberlappungsphanomene auf, die zu einem rapiden Verlust der ~ 
quantitativen Genauigkeit der individuellen Signale fuhren. Die Kombination 
verschiedener Enzyme als Sondenlabel verursacht vergleichbare Probleme, 
wobei die Durchfuhrbarkeit hier zusatzlich durch die erforderliche Suche 
nach Reaktionsbedingungen, die die simultane Bestimmung der 
Enzymreaktionen in einem System erlauben, erschwert wird. 

Die Sensitivitat der Verfahren ist begrenzt zum Beispiel durch unspezifische 
Wechselwirkungen zwischen Matrix und Sonde, oder aber durch Iimitierte 
Markierungsmoglichkeit der Sonde (geringe spezifische Aktivitat). 



WO 96/23227 



PO7EP96/00339 



-3- 

• Die erfolgreiche Durchfuhrung der Verfahren setzt haufig eine Aufarbeitung 
des gewonnenen Probenmaterials (z. B. Herstellung von Serum bzw. Plasma 
aus Vollblut, Extraktion von Proben mit organischen Losungsmitteln, 
Anreicherung des Analyten mittels chromatographischer Verfahren u.s.w.) 

5 voraus. 

• Fur die erfolgreiche Durchfuhrung der Verfahren sind Separations- und 
Waschschritte, die der Trennung von gebundenen und ungebundenen 
Rezeptoren bzw. Liganden dienen, zumeist unerlafilich, 

10 

• Fur die Durchfuhrung von Radioimmunoassays ist der Einsatz teurer und in 
der Handhabung aufwendiger strahlender Nuklide erforderlich. 

• Die Lagerung der bisher verwendeten Marker bereitet in der Praxis oft 
15 Probleme, da sie entweder nicht stabil sind (Radioimmunoassays) und 

deshalb stets frisch erzeugt werden mussen oder aber empfindlich auf 
Umgebungseinflusse reagieren. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, neuartige Verfahren und 
20 Substanzen zu entwickeln, die die Nachteile des Stand der Technik uberwinden und 
die insbesondere in der Lage sind, ohne Anwendung radioaktiver Substanzen, den 
Aufenthaltsort und das Ausmafi der gebundenen Marker ohne vorherige Abtrennung 
von ungebundenem Marker zu detektieren. 

25 Diese Aufgabe wird durch die vorliegende Erfindung gelost. 

Es wurde gefunden, daB die qualitativen und/oder quantitativen Detektion von 
Analyten in Flussig- und/oder Festphasen gelingt, wenn ferro- oder ferrimagnetische 
kolloidale Teilchen als nachzuweisende magnetische Markierung in Immunoassays 
30 oder sonstigen Bindungsassays eingesetzt werden und die Relaxation ihrer 
Magnetisierung als MeBgrofie bestimmt wird. 

Nachfolgend werden zunachst Verfahren beschrieben, die die Nachteile der 
bekannten Verfahren zur Durchfuhrung von Immunoassays oder sonstigen 
35 Bindungsassays uberwinden. 

Die erfindungsgemaflen Verfahren beruhen auf der Verwendung kolloidaler 
ferromagnetischer oder ferrimagnetischer Substanzen, im folgenden auch als 
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magnetische Markierung bezeichnet, die mit nachzuweisenden Substanzen, - im 
folgenden auch als Analyte bezeichnet Oder strukturspezifischen Substanzen 
kombiniert werden. Derartige erfindungsgemafie Kombinationen aus magnetischen 
Markierungen mit Analyten oder strukturspezifischen Substanzen, die in dieser 
5 Patentschrift noch naher beschrieben werden, werden im folgenden auch als 

magnetische Marker bezeichnet. Durch die Verwendung des Begriffes kolloidale 
Substanzen oder kolloidale Teilchen wird sowohl der Grofienbereich der Teilchen 
oder Substanzen auf den Grofienbereich von KoIIoiden, d.h. den Bereich von 1 nm 
bis ca. 1000 nm, als auch deren Verwendung als dispergierte Phase in einem 
10 geeigneten Dispersionsmedium, das zumeist wafirig ist, beschrieben. Die kolioidalen 
Substanzen oder Teilchen konnen zum Zweck der verbesserten Lager- und 
Transportfahigkeit auch in getrockneter Form oder eingefroren vorliegen, wahrend 
der Durchfiihrung von Messungen liegen sie jedoch in in flussiger Phase 
dispergiertem Zu stand vor. 
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Desweiteren beruhen die Verfahren auf speziellen Mefitechniken, die es erlauben, 
nach Aufmagnetisierung der magnetischen Markierung, bzw. der magnetischen 
Marker die Relaxation der Magnetisierung zu bestimmen. Derartige in dieser 
Patentschrift naher beschriebene erfindungsgemafle Mefiverfahren werden im 
20 folgenden auch als Magnetrelaxometrie oder Magnetoreiaxometrie oder 
magnetrelaxometrische Detektion bezeichnet. 



Eine wesentliche Grundlage der Erfmdung ist es, daft die Magnetisierung frei 
beweglicher ferro- oder ferrimagnetischer kolloidaler Teilchen nach Abschalten 
25 eines aufieren magnetisierenden Feldes innerhalb der Mefizeit durch zwei 
verschiedene Mechanismen relaxiert: 



(i) Drehung des gesamten kolioidalen Teilchens innerhalb der umgebenden 

Flussigkeit, wobei die Zeitkonstante vom hydrodynamischen Durchmesser 
30 der Teilchen einschlieftlich der Hiille, der Viskositat der Tragerflussigkeit 

und der Temperatur abhangt, was hauptsachlich Parameter der Umgebung 
der Teilchen reflektiert, dieser Mechanismus wird im folgenden auch als 
Brownsche Relaxation oder extrinsischer Superparamagnetismus bezeichnet 

und 

35 (ii) Drehung des internen Magnetisierungsvektors innerhalb der kolioidalen 

Teilchen, wobei die Zeitkonstante sehr empfindlich von Material und Form 
(Anisotropiekonstante des verwendeten Teilchenmaterials), Volumen und der 
Temperatur der verwendeten Teilchen abhangt. Dies sind im wesentlichen 
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intrinsische Parameter der Partikel, dieser Mechanismus wird im folgenden 
auch als Neelsche Relaxation oder intrinsischer Superparamagnetismus 
bezeichnet. 



5 Die erfindungsgemafle Aufgabe wird dadurch gelost, daB in Immunoassays oder 
sonstigen Bindungsassays ferro- oder ferrimagnetische kolloidale Teilchen als 
nachzuweisende magnetische Markierung eingesetzt werden, deren Brownsche 
Relaxation unter den MeBbedingungen im ungebundenen Zustand schneller verlauft 
ais die Neelsche Relaxation. Die Anwendung derartiger ferro- oder 
10 ferrimagnetischer kolloidaler Teilchen ermoglicht dann, durch die Anderung des 
dominierenden Relaxationsmechanismus beziehungsweise durch die Vergrdfierung 
des Teilchenvolumens, die durch die Bindung eintritt, die spezifische Bestimmung 
des Anteils gebundener magnetischer Marker neben gleichzeitig in der MeBprobe 
vorhandenen ungebundenen magnetischen Markern. 

15 

Durch die Verwendung von empfindlichen MeBverfahren konnen bei 
erfindungsgemafiem Vorgehen unter Verwendung von ferro- oder ferrimagnetischen 
kolloidalen Partikeln hochstempfindliche bindungsspezifische Immunoassays oder 
sonstige Bindungsassays aufgebaut werden, die sowohl in fliissiger Phase als auch an 

20 fester Phase durchgefuhrt werden konnen. Als besonders empfindliches 

Mefiverfahren kann nach Aufmagnetisierung der Probe in einem magnetisierenden 
Feld und nach Abschalten des Feldes die Relaxation der Magnetisierung mittels 
hochempfindlicher Magnetfelddetektoren (wie z.B. Superconducting Quantum 
Interference Devices (SQUIDs), Induktionsspulen, Fluxgate-Magnetometer, Giant- 

25 Magnetoresistance-Sensoren oder magnetoresistive Wandler) oder die komplexe 
Suszeptibilitai der Probe als Funktion der Frequenz des magnetisierenden Feldes 
bestimmt werden. 



Bei den erfindungsgemaBen Verfahren zur magnetrelaxometrischen quantitativen 
30 Detektion von Analyten in Flussig- und Festphasen werden desweiteren die Analyten 
bindenden strukrurspezifischen Substanzen zunachst mit ferrimagnetischen oder 
ferromagnetischen kolloidalen Teilchen markiert. 

Diese magnetisch markierten strukturspezifischen Substanzen werden der zu 
vermessenden fliissigen oder immobilisierten Probe beigesetzt und die zu 
35 vermessende Probe mittels eines von aufien angelegten Magnetfeldes aufmagnetisiert 
Nach Abschalten des auBeren Feldes wird die Relaxation der Magnetisierung der 
magnetischen Marker mittels Magnetfeldsensoren vermessen. 
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Die Auswertung der Messergebnisse erfolgt hier, wie auch bei den nachfolgend 
beschriebenen direkten Assay verfahren, nach dem Fachmann bekannten Methoden. 

Das erfindungsgemafle Verfahren zur magnetrelaxometrischen quantitativen 
Detektion von Analyten in Flussig- und Festphasen, kann auch so durchgefuhrt 
werden, dafl Analyte zunachst 

(i) mit ferrimagnetischen oder ferromagnetischen kolloidalen Teilchen markiert 
werden und anschliefiend 

(ii) diese magnetisch markierten Analyte in einer zu vermessenden flussigen oder 
immobilisierten Probe eingesetzt werden, der Substanzen zugesetzt werden, 
die die Analyte speziflsch binden, und die zu vermessende Probe mittels eines 
von auften angelegten Magnetfeldes aufmagnetisiert wird und nach Abschalten 
des aufleren Feldes die Relaxation der Magnetisierung der magnetischen 
Marker mittels Magnetfeldsensoren vermessen wird. 

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgt hier, wie auch bei den nachfolgend 
beschriebenen kompetitiven Assay verfahren, in dem Fachmann bekannter Weise, 
d.h. analog zu den Verfahren wie sie bei Immunoassays oder Radioassays 
angewandt werden. 

In beiden vorgenannten Fallen kann zur Analyse auch die Messung der durch die 
Bindung veranderten komplexen Suszeptibilitat der magnetischen Markierung bzw. 
des magnetischen Markers als Funktion der Frequenz herangezogen werden. 

Die bisher nur in Ausnahmefallen mogliche Diskriminierung zwischen gebundenen 
und ungebundenen Markern wird durch die Ausnutzung ihrer unterschiedlichen 
Relaxationsmechanismen oder die durch die Bindung verursachte Beeinflussune der 
Relaxationszeit des magnetischen Markers ermoglicht. 

Festphasengebundene Analyte konnen erfindungsgemafi insbesondere dadurch 
nachgewiesen werden, indem die die Analyten bindenden strukturspezifischen 
Substanzen zunachst 

(i) mit im Zeitbereich der Messung relaxierenden ferrimagnetischen oder 
ferromagnetischen kolloidalen Teilchen markiert werden, wobei die 
ferrimagnetischen oder ferromagnetischen kolloidalen Teilchen so gewahlt 
werden, daB die Brownsche Relaxation unter den Meflbedingungen eine 
kurzere Relaxationszeit aufweist als die Neelsche Relaxation und anschliefiend 
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(ii) diese magnetisch markierten Substanzen in einer zu vermessenden 

immobilisierten Probe eingesetzt werden, und die zu vermessende Probe 
mittels eines von aufien angelegten Magnetfeldes geeigneter Starke 
aufmagnetisiert wird und nach Abschalten des auBeren Feldes die Relaxation 
> der Magnetisierung der magnetischen Marker mittels Magnetfeldsensoren 

vermessen wird, wobei das unterschiedliche Relaxations verhalten 
festphasengebundener und ungebundener magnetischer Marker zur Analyse 
herangezogen werden. Als Mefigrofle kann auch die komplexe Suszeptibilitat 
der Proben als Funktion der Frequenz bestimmt werden. 

Auch in diesem Fall ist es moglich, ans telle strukturspezifischer Substanzen die 
nachzuweisenden Analyten mit den magnetischen Markierungen zu kombinieren. 

In flussiger Phase konnen Analyte erfindungsgemafl insbesondere dadurch 
15 nachgewiesen werden, indem die die Analyten bindenden strukturspezifischen 
Substanzen zunachst 

(i) mit ferrimagnetischen oder ferromagnetischen kolloidalen Teilchen markiert 
werden, wobei die ferrimagnetischen oder ferromagnetischen kolloidalen 
Teilchen so gewahlt werden, dafl die Brownsche Relaxation unter den 

20 Meflbedingungen eine kurzere Relaxationszeit aufweist als die Neelsche 

Relaxation und anschliefiend 

(ii) diese magnetisch markierten Substanzen in einer zu vermessenden Probe 
eingesetzt werden, und die zu vermessende Probe mittels eines von auften 
angelegten Magnetfeldes geeigneter Starke aufmagnetisiert wird und nach 

25 Abschalten des aufleren Feldes die Relaxation der Magnetisierung der 

magnetischen Marker mittels Magnetfeldsensoren vermessen wird. wobei das 
unterschiedliche Relaxationsverhalten der mit dem Analyten gebundenen 
gegemiber den ungebundenen magnetischen Marker zur Analyse herangezogen 
wird. 

30 Als MeBgrdfle kann auch die komplexe Suszeptibilitat der Proben als Funktion 

der Frequenz bestimmt werden. 

Auch in diesem Fall ist es moglich, anstelle strukturspezifischer Substanzen die 
nachzuweisenden Analyten mit den magnetischen Markierungen zu kombinieren. 



35 



Unter strukturspezifischen Substanzen sind alle Substanzen zu verstehen, die 
spezifisch an bestimmte Strukruren binden. Unter strukturspezifischen Substanzen 
sind insbesondere Antikorper, Antikorperfragmente, Biotin oder Biotin bindende 



BNSOOCID: <WO 9623227A1 _l_> 



WO 96/23227 PCT/EP96/00339 

-8- 

Substanzen wie Avidin und Streptavidin, spezifisch an Rezeptoren bindende 
Agonisten wie Zytokine, Lymphokine, Endotheline Oder deren Antagonisten, 
spezifische Peptide und Proteine, Rezeptoren, Enzyme, Enzymsubstrate, Nukleotide, 
Ribonukleinsauren, Desoxyribonukleinsauren, Kohlenhydrate, Lipoproteine etc. zu 
verstehen. Als strukturspezifische Substanzen sind Substanzen bevorzugt, deren 
Bindungskonstante im Bereich von 105 . 10 15 (mol/[) -i Iiegt Ins5esondenj bevorzugt 
sind Substanzen deren Bindungskonstante im Bereich von 10 7 - 10i5 (mol/l)-i iiegt. 

Die strukturspezifischen Substanzen oder nachzuweisenden Analyte lassen sich mit 
Hilfe in der Immuno-, Peptid- und Proteinchemie gelaufiger Verfahren mit den ferri- 
oder ferromagnetischen Teilchen markieren. Besonders vorteilhaft sind kovalente 
Bindungen zwischen den strukturspezifischen Substanzen beziehungsweise den 
nachzuweisenden Analyten mit den die stabilisierende Hulle der ferri- oder 
ferromagnetischen Teilchen bildenden Substanzen. Beispiele fur besonders geeignete 
Methoden sind die Aktivierung und Kopplung mittels Carbodiimiden [Jakoby and 
Wilchek, eds.; Methods Enzymol. (1974) 34], die Bildung von Schiff schen Basen 
nach Einwirkung von Periodaten auf Kohlenhydrate enthaltende Verbindungen 
(Wichek and Bayer, eds.. Methods Enzym 184:177), die gegebenenfalls zur 
weiteren Stabilisierung anschlieflend noch reduziert werden, die Kopplung mittels 
Giutardialdehyd [Heitzmann and Richards. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 71 (1974) 
3537], die Quervernetzung bromoacetylierter Teilchen mit thiolylierten Substanzen 
[Angerer et al.; Cell 9 (1976) 81), sowie die reduktive Alkylierung (Bayer et al.; J. 
Histochem. Cytochem. 24 (1976) 933]. 

Es konnen auch ferromagnetische oder ferrimagnetische kolloidale Teilchen, mit 
einer stabilisierenden Hulle aus der strukturspezifischen Substanz oder dem 
nachzuweisenden Analyten hergestellt werden, indem die Teilchen nach Herstellung 
direkt in eine Losung der strukturspezifischen Substanz, gegebenenfalls in 
Gegenwart weiterer Hilfsstoffe wie z.B. Proteine, Kohlenhydrate sowie narurliche. 
synthetische oder partialsynthetische oberflachenaktive Substanzen usw. gebracht 
werden, bzw. direkt in Gegenwart der strukturspezifischen Substanzen hergestellt 
werden. 



Geeignete kolloidale Teilchen und diese Teilchen enthaltende Suspensionen werden 
beispielsweise in der WO 92/12735. der WO/92/22586, der EP 0 186 616 und der 
US 4,101,435 beschrieben. 
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Das erfindungsgemafle Verfahren kann z.B. in der Fertilitat, Histokompatibilitat, 
Allergologie, Infektiologie, Hygiene, Genetik, Virologie, Bakteriologie, 
Toxikologie, Pathologic Urn wel tana lytik und medizinischen Diagnostik zum Einsatz 
kommen. 

5 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Verbindungen zur 
magnetrelaxometrischen Detektion, die aus kolloidalen Suspensionen frei 
beweglicher ferrimagnetischer oder ferromagnetischer Teilchen und 
strukturspezifischen Substanzen beziehungsweise nachzuweisender Analyte bestehen, 

10 wobei unter strukturspezifischen Substanzen insbesondere Antikorper, 

Antikorperfragmente, Biotin oder Biotin bindende Substanzen wie Avidin oder 
Streptavidin, spezifisch an Rezeptoren bindende Agonisten wie Zytokine, 
Lymphokine, Endotheline oder deren Antagonisten, sonstige spezifische Peptide und 
Proteine, Rezeptoren, Enzyme, Enzymsubstrate, Nukleotide, Ribonukleinsauren, 

15 Desoxy ribonukleinsauren, Kohlenhydrate, Lipoproteine etc. zu verstehen sind. 

Die Verbindungen zur magnetrelaxometrischen Detektion konnen auch aus 
Kombinationen mehrerer ferromagnetischer oder ferrimagnetischer Teilchen mit 
diskriminierbaren Relaxationszeiten bestehen, da bei Verwendung von 
unterschiedlichen magnetischen Markierungen mit jeweils sehr enger Verteilung der 
Relaxationszeiten und/oder magnetischen Momenten fur verschiedene 
strukturspezifische Substanzen, bzw. Analyte innerhalb einer Probe individuell 
diskriminierbare Mefiergebnisse erzielt werden konnen. Dadurch wird eine direkte 
simultane quantitative Bestimmung mehrerer Analyte ermoglicht. 

Als Suspensionsmedien kommen alle Fliissigkeiten in Betracht, in denen die 
kolloidalen Teilchen frei beweglich sind. Besonders geeignet sind Wasser, waBrige 
Losungen oberflachenaktiver Hilfsstoffe, wie z.B. Tenside oder oligomere oder 
polymere Kohlenhydrate und Proteine, sowie Mischungen aus Wasser mit Alkoholen 
wie z.B. Glycerol und PolyethylenglykoK Die Suspensionsmedien konnen zusatzlich 
den osmotischen Druck verandernde Hilfsstoffe wie z.B. Kochsalz enthalten. 
Desweiteren konnen den pH-Wert bestimmende Puffersubstanzen, wie z.B. 
Phosphate, enthalten sein. 

35 Die Verbindungen aus den ferromagnetischen oder ferrimagnetischen kolloidalen 
Teilchen mit strukturspezifischen Substanzen oder nachzuweisenden Analyten 
konnen auch in getrockneter Form, gegebenenfalls in Kombination mit weiteren 
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Hilfsstoffen die z.B. die Trocknung erleichtern Oder die Stabilitat des getrockneten 
Produkts erhohen, vorliegen (z. B. als Lyophilisate). 

Die Bestimmung des Analyten kann mit Oder ohne Separations- und Waschschritte 
durchgefuhrt werden. Bei der Durchfuhrung von Messungen mit 
Separationsschritten zwischen gebundenen und ungebundenen magnetischen Markern 
konnen erfindungsgemaB alle ferro- oder ferrimagnetischen kolloidalen Substanzen 
als magnetische Markierungen zur magnetrelaxometrischen Detektion eingesetzt 
werden. Besondere Anforderungen an die Brownschen Relaxationzeiten und die 
Neelschen Relaxationszeiten sind in diesen Fallen nicht mehr erforderlich. 

Aufgrund des auf physikalischen Mechanismen benihenden Bindungsnachweises 
konnen unspezifische MeBsignale (Matrixphanomene) weitgehend ausgeschlossen 
werden. Die Spezifitat des Verfahrens hangt somit nur noch von der "wahren" 
Spezifitat der strukturspezifischen Substanz (Kreuzreaktivitat von Antikorpem, 
unspezifische Bindung von Liganden) ab. 

Aufgrund der hohen Sensitivitat des erfindungsgemaflen Verfahrens werden die 
sonst ublichen Detektionsgrenzen von Bindungsassays muhelos unterschritten. 

Als Substanzen fur die magnetische Markierung konnen alle ferromagnetischen oder 
ferrimagnetischen Materialien verwendet werden. die sich in einem zur 
magnetorelaxometrischen Detektion geeigneten Medium kolloidal dispergieren 
lassen. Bei Verwendung der Substanzen fur magnetorelaxometrische Detektionen. 
die ohne Separationsschritte zwischen gebundenen und ungebundenen magnetischen 
Markern durchgefuhrt werden. mufi die Neelsche Relaxationszeit der magnetischen 
Markierungen unter den MeBbedingungen groBer als die Brownsche Relaxationszeit 
der magnetischen Marker sein. Besonders geeignet sind alle ferromagnetischen oder 
ferrimagnetischen kolloidalen Teilchen mit Brownschen Relaxationszeiten in 
waBrigen Medien im Bereich von 10 8 - 10 ' s und Neelschen Relaxationszeiten 
grofier als 10 s s. Fur die Durchfuhrung von Messungen ohne Separationsschritte 
mufi die Viskositat des verwendeten Dispergiermediums mit den Relaxationszeiten 
der ferromagnetischen und ferrimagnetischen Teilchen und der MeBzeit abgestimmt 
werden. da das Suspensionsmedium wesentlich die Zeitkonstante der Brownschen 
Relaxation bestimmt. 



Bevorzugt sind insbesondere ferromagnetische oder ferrimagnetische kolloidale 
Teilchen aus Eisen, Eisenoxiden, Bariumferriten, Strontiumferriten, Kobalt. Nickel. 
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Nickelferriten, Kobaitferriten und Chromdioxid deren Neelsche Relaxationszeit 
groBer als die Brownsche Relaxationszeit ist. 



Die Verwendung von magnetischen Markierungen mit eng verteilten PartikelgroBen 
5 und/oder magnetischen Momenten ist im allgemeinen vorteilhaft. Eine Auftrennung 
magnetischer Markierungen in Fraktionen mit enger Verteilung der PartikelgroBen 
kann z.B. durch chromatographische Verfahren oder unter Verwendung spezieller 
Filtrationsverfahren (z.B. Glaskapillarsysteme oder Tangentialfiltration), durch die 
Verwendung von Molekularsieben oder mittels Zentrifugation erreicht werden. 
10 Magnetische Markierungen mit moglichst einheitlichen Momenten lassen sich z.B. 
durch Klassierung in einem magnetischen Gradientenfeld herstelllen. 

Die ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen konnen mit einer Hiiile aus 
oligomeren oder polymeren Kohlenhydraten, Proteinen, Peptiden, Nukleotiden, 
15 Tensiden, sonstigen Monomeren, Oligomeren oder Polymeren und/ oder Lipiden 
stabilisiert sein. 



Die TeilchengroBen der ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen liegen 
vorteilhafterweise zwischen 1 nm und 400 nm. Insbesonders bevorzugt sind 
20 TeilchengroBen zwischen 1 nm und 100 nm. 



VerfahrensgemaB erfolgt die magnetrelaxometrische Detektion mit 
MeBanordnungen, die zunachst eine Aufmagnetisierung der zu untersuchenden 
Probe mittels eines geeigneten Magnetfeldes erlauben und anschlieflend die Messung 

25 der magnetischen Relaxation der magnetischen Marker ermdglichen. Eine 

MeBanordnung fur die magnetrelaxometrische Detektion von Analyten, wie sie in 
den Beispielen verwendet wurde, ist in Figur 1 dargestellt. Im Gegensatz zu alien 
anderen bereits bekannten Verfahren (JP-235774 und WO 91/15243) wird bei dem 
erfindungsgemafien Verfahren der Messung der Relaxation der Magnetisierung nicht 

30 die statische Magnetisierung in Gegenwart des magnetisierenden Feldes gemessen, 
sondern deren zeitliche Veranderung in Abwesenheit des magnetisierenden Feldes. 
Erst dadurch werden Informationen uber den Bindungszustand der Marker 
zuganglich. Des weiteren wird dadurch eine BeeinfluBung des Mefisignals durch dia- 
oder paramagnetische Komponenten beziehungsweise Verunreinigungen vermieden. 

35 Ferner wird die MeBempfindlichkeit entschieden gesteigert. 

Es ist ferner moglich, die Messung der frequenzabhangigen Magnetisierung des 
Markers infolge eines geeigneten magnetischen Wechsel feldes (Bestimmung der 
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komplexen Suszeptibilitat als Funktion der Frequenz) mittels hochempfindlicher 
Sensoren, wie zum Beispiel SQUIDs. in Anwesenheit des Feldes durchzufuhren 
Hierbei wird die spezifische Frequenzabhangigkeit des Suszeptibilitat des 
magnetischen Markers im Gegensatz zur separat bestimmbaren 
Frequenzabhangigkeit der para- oder diamagnetischen Komponemen ausgenutzt 
Auch dieses Vorgehen steht im Gegensatz zu dem in WO 91/15243 vorgeschJagenen 
Verfahren zur Bestimmung der Suszeptibilitat superparamagnetischer Substanzen In 
WO 91/15243 wird weder die Frequenzabhangigkeit der Suszeptibilitat der 
magnetischen Marker beschrieben, noch ein Verfahren zur Nutzung dieser 
Eigenschaft. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Verfahren, die es ermoglichen.-den 
Aufenthaltsort und das AusmaB der spezifisch gebundenen Marker ohne 
Beeinfluflung durch im Blut zirkulierende Marker zu detektieren. Bei diesen 
Verfahren wird die Anwendung radioaktiver Substanzen vermieden, wie sie zur 
Durchfuhrung szintigraphischer Verfahren des Standes der Technik bisher 
unumganglich sind. 

Die erfindungsgemaBen Verfahren beruhen darauf, daB die 

Relaxationzeitunterschiede zwischen gebundenen und ungebundenen magnetischen 
Markern in Fliissigkeiten, sowie die Veranderung des dominierenden 
Relaxationsmechanismus durch Bindung der magnetischen Marker an Festphasen 
auch zur magnetrelaxometrischen Detektion von Substanzen oder Strukturen in vivo 
eingesetzt werden konnen. Derartige Verfahren werden im folgenden auch als 
Immunmagnetographie oder Immunomagnetographie bezeichnet. 

Die in Wvo-Messung der raumlichen Verteilung einem Menschen applizierter im 
Zeitbereich der Messung relaxierender magnetischer Marker kann durch zwei 
verschiedene Meflmethoden erfolgen: 

1 • Erzeugung eines moglichst homogen Magnetfeldes im interessierenden 

Volumen. Abschalten des Feldes und Messung der raumlichen Verteilung des 
relaxierenden Magnetfeldes mittels eines Multikanalsensors. Dieser sollte das 
MeBobjekt moglichst vollstandig umschlieBen. Zur Erzeugung ausreichender 
MeBinformation ist eine mehrfache Mefidurchfuhrung unter sequentieller 
Abrasterung des MeBobjektes ebenfalls moglich. 

2. Sequentielle Erzeugung eines raumlich begrenzten lokaien Feldes, Abschalten 
des Feldes und Messung der raumlichen Verteilung des relaxierenden 
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Magnetfeldes mittels eines Einkanalsensors. Die Verwendung eines 
Multikanalsensors ist ebenfalls moglich. 

Bei beiden Methoden ist zur Gewinnung maximaler Information sowoh] die 
5 Magnetisierung des MeBobjektes aJs auch die Messung des resultierenden 
Magnetfeldes in alien drei Raumrichtungen zu bevorzugen. 

Die Messung lafit sich durch ein Modell beschreiben, wie es auch bei der Analyse 
der Magnetfelder von bioelektrischen Stromen Anwendung findet. Als Grundlage 

10 wird dort das Modell des magnetischen Dipols, Multipols oder Multi-Dipols 
angenommen. Die speziellen Parameter des Modells, insbesondere die Orte der 
Dipole oder Multipole, werden durch ein geeignetes Approximations verfahren 
gefunden, das die Abweichungen zwischen Meftdaten und Modellpararnetern 
minimiert. Diese Parameter geben Aufschlufl uber die raumliche Verteilung der 

15 magnetisierten Teilchen. 

Eine analoge Vorgehensweise ist bekannt und bewahrt fur die Analyse der 
Magnetfelder von bioelektrischen Stromen. 

20 Als fur die Immunmagnetographie geeignete Verfahren und Verbindungen konnen 
alle fur die magnetrelaxometrische Detektion aufgefuhrten Verfahren und 
Substanzen angewendet werden. 

Besonders geeignet zur Durchfuhrung der Immunmagnetographie sind magnetische 
25 Markierungen. die biologisch abbaubar und vertraglich sind. Dies trifft insbesondere 
fur magnetische Markierungen zu, die aus Eisenoxiden bestehen. 

Zur Durchfuhrung bindungsspezifischer magnetrelaxometrischer Detektionen in vivo 
ist es erforderlich, dafl die Brownschen Relaxationszeiten der in den menschlichen 
30 Korper eingebrachten Kombinationen aus ferri- oder ferromagnetischen Substanzen 
mit strukrurspezifischen Substanzen bei Korpertemperatur in Korperflussigkeiten 
kiirzer als die Neelschen Relaxationszeiten sind. 

Unter strukturspezifischen Substanzen sind in der Immunmagnetographie 
35 insbesondere alle Substanzen zu verstehen, die spezifisch an nachzuweisende 

Strukturen des menschlichen Korpers binden. Besonders geeignet sind Antikorper, 
Antikorperfragmente, spezifisch an Rezeptoren bindende Agonisten oder deren 
Antagonisten. spezifische Peptide und Proteine, Rezeptoren, Enzyme, 
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Enzymsubstrate, Nukleotide, Ribonukleinsauren, Desoxyribonukleinsauren, 
Kohlenhydrate oder Lipoproteins Von den an Rezeptoren bindenden Agonisten sind 
insbesondere Zytokine, Lymphokine oder Endotheline geeignet. 

Gut geeignet sind alle stmkturspezifischen Substanzen, die eine Bindungskonstante 
im Bereich von 10$ - 1015 (mol/1)-* aufweisen. Insbesonders geeignet sind alle 
stmkturspezifischen Substanzen, die eine Bindungskonstante im Bereich von 10 7 - 
10 15 (mol/1) 1 aufweisen. 



Die nachfolgenden Beispiele dienen der naheren Erlauterung des 
Erfindungsgegenstandes, ohne inn auf diese beschranken zu wollen. 
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Beispiel 1 

100 /ig eines monoklonalen Antikorpers gegen Collagen III, im folgenden Anti- 
Collagen III genannt, werden in 500 ^1 0, 1 M Natriumhydrogencarbonat-Losung 
5 gelost. 1 ml dextrangecoatete Magnetitsuspension (Meito Sangyo) mit 1 Mol Fe/1 
und einer TeilchengroBe von ca. 40 nm wird uber eine Sephadex Saule (Pharmacia 
PD 10) rnit 0,1 M Natriumhydrogencarbonat umgepuffert. Zu der Suspension 
werden 0,5 ml 10 mmol Natriumperiodat-Losung gegeben. Die Losung wird 2 
Stunden im Dunkeln stehengelassen. AnschlieBend wird uber eine PD 10 mit 0,1 M 

10 Natriumhydrogencarbonat-Losung eluiert. Zu der Suspension wird die Anti- 
Collagen III-Ldsung gegeben. Die Mischung wird 3 Stunden bei 4°C im Dunkeln 
stehengelassen. AnschlieBend werden 5 mg NaBH4 als Festsubstanz zugegeben und 
kurz geschwenkt. Die Mischung wird 8 Stunden bei 4 °C im Dunkeln 
stehengelassen. AnschlieBend werden die magnetitmarkierten Anti-Collagen III (im 

15 folgenden Mag-Anti-Collagen III genannt) iiber eine PD 10 Saule mit 
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (nachfolgend PBS, pH 7,4) eluiert. 
Eine Losung von 5 fig Collagen III in 200 /zl Puffer (phosphatgepufferte 
Kochsalzlosung (PBS) ) wird in einem ProbengefaB aus Poly sty rol inkubiert. 
AnschlieBend wird die Flussigphase verworfen. Das ProbengefaB wird dreimal mit 

20 phosphatgepufferte Kochsalzlosung, enthaltend 0,1 % Tween® 20 (nachfolgend 

PBST genannt), gespult Zu der Probe werden 5 jxl Mag-Anti-Collagen III in 200 fi\ 
PBST gegeben. Es wird 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wird 
die Probe in einer magnetisch abgeschirmten Kammer in einem Feld der Starke 2 
mT 4 cm unterhalb des Squid-Detektors magnetisiert (siehe Figur 1). 400 

25 Millisekunden nach Abschalten des Magnetfeldes wird iiber 100 Sekunden die 

Relaxationsmessung durchgefuhrt. Bei der Probe wird iiber ein abklingendes Feld 
eine Relaxation nachgewiesen. Das Relaxationssignal der Collagen III enthaltenden 
Probe ist in Figur 2 dargestellt. 

30 

Beispiel 2 

Eine Losung von 5 fig Collagen V in 200 fi\ PBS Puffer pH 7,4 wird in einem 
ProbengefaB aus Polystyrol inkubiert. AnschlieBend wird die Fliissigphase 
35 verworfen. Das ProbengefaB wird dreimal mit PBST Waschpuffer pH 7,4 gespult. 
Zu der Probe werden 5 fi\ Mag-Anti-Collagen III, hergestellt nach Beispiel 1, in 200 
li\ PBST gegeben. Es wird 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend 
wird die Probe in einer magnetisch abgeschirmten Kammer in einem Feld der Starke 
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2 mT 4 cm unterhalb des SQUID-Detektors magnetisiert (siehe Figur 1). Nach 
Abschalten des Magnetisierungsfeldes wird die Probe vermessen. 400 Millisekunden 
nach Abschalten des Magnetfeldes wird uber 100 Sekunden die Relaxationsmessung 
durchgefuhrt. Bei der Collagen V enthaltenden Probe ist im Rahmen der 
5 MeGsicherheit kein abkJingendes magnetisches Feld detektierbar (siehe Figur 3). 

Beispiel 3 

10 Zu einer Losung von 100 ^g Collagen III in 1 ml PBS werden 100 /*! 

Glutardialdehydlosung (3 % in Wasser) gegeben. Die Losung wird 24 h bei 4°C 
geriihrt und danach abzentrifugiert. Das Pellet enthalt ausgefallenes vernetztes 
Collagen ffl. Das vernetzte Collagen III wird in 1 ml PBS suspendiert. (Probe 1). 
Zu einer Losung von 100 /zg Collagen V in 1 ml PBS werden 100 »\ 

15 Glutardialdehydlosung (3 % in Wasser) gegeben. Die Losung wird 24 h bei 4°C 
geruhrt und danach abzentrifugiert. Das Pellet enthalt ausgefallenes vernetztes 
Collagen V. Das vernetzte Collagen V wird in 1 ml PBS suspendiert. (Probe 2). 
Zu den Proben 1 und 2 werden je 5 pi der Mag- Anti-Collagen Ill-Suspension aus 
Beispiel 1 gegeben. Es wird 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieflend werden beide 

20 Proben in einer abgeschirmten Kammer in einem Magnetfeld der Starke 2 mT unter 
einem SQUID-Detektor magnetisiert. 400 Millisekunden nach Abschalten des 
Magnetisierungsfeldes wird die Relaxationsmessung durchgefuhrt. Bei Probe 1 wird 
ein abklingendes Feld gemessen. Bei Probe 2 ist kein abklingendes Feld 
detektierbar. 

25 

Beispiel 4 

Aus 10 ml einer 1,9 mg/ml Collagen III-L6sung in PBS (pH 7,4) werden jeweils 5 
30 ml der folgenden Verdiinnungen hergestellt: 

lOOOOng/ml, 1000 ng/ml, 100 ng/ml, 10 ng/ml, 1 ng/ml 

Von jeder Verdunnung werden je drei mal 1 ml in Poly sty rolrohrchen 
35 (Fassungsvolumen 2,5 ml) pipettiert. Es wird 1 Stunde bei 37°C inhibiert. Danach 
wird der Inhalt der Rohrchen verworfen. Die Rohrchen werden 3mal mit je 1 ml 
PBST gewaschen. 
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In jedes Rohrchen werden 1 ml einer 1 : 100-Verdunnung des Magnetit markierten 
Antikorpers, hergestellt gemafi Beispiel 1, gegeben. Die Rohrchen werden 1 Stunde 
bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach werden die Proben mit der in Figur 1 
skizzierten Meflanordnung magnetisiert (2 mT) und nach Abschalten des 
5 magnetisierenden Feldes wird uber 100 Sekunden die Relaxation gemessen. Die 
Auswertung der Differenzen der gemessenen magnetischen Flufldichten B, 200 
Millisekunden und 100 Sekunden nach Abschalten des magnetisierenden Feldes, in 
Abhangigkeit von der Collagenkonzentration in der Probe, ist in Figur 4 
wiedergegebenen. 

10 

Beispiel 5 

100 fig eines monokionalen Antikorpers gegen Collagen III, im foigenden Anti- 
Collagen III genannt, werden in 500 /xl 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Losung 

15 gelost. 1 ml dextrangecoatete Magnetitsuspension mit 1 Mol Fe/1 und einer 

Teilchengrdfle von ca. 40 nm wird iiber eine Sephadex Saule (Pharmacia PD 10) mit 
0,1 M Natriumhydrogencarbonat umgepuffert. Zu der Suspension werden 0,5 ml 10 
mmol Natriumperiodat-Losung gegeben. Die Losung wird 2 Stunden im Dunkeln 
stehengelassen. AnschlieBend wird uber eine PD 10 mit 0,1 M 

20 Natriumhydrogencarbonat-Losung eluiert. Zu der Suspension wird die Anti- 
Collagen III-Losung gegeben. Die Mischung wird 3 Stunden bei 4°C im Dunkeln 
stehengelassen. AnschlieBend werden 5 mg NaBFLj als Festsubstanz zugegeben und 
kurz geschwenkt. Die Mischung wird 8 Stunden bei 4 °C im Dunkeln 
stehengelassen. AnschlieBend werden die magnetitmarkierten Anti-Collagen III (im 

25 foigenden Mag-Anti-Collagen III genannt) iiber eine PD 10 Saule mit 
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS, pH 7,4) eluiert. 
Je 20 fi\ der Mag-Anti-Collagen Ill-Suspension werden mit 390 /xl 
phosphatgepufferter Kochsalzlosung pH 7,4, die zusatzlich 0,1 % PBST enthalt 
verdiinnt und in drei ProbengefaBe aus Poly aery Isaure gefiillt, die jeweils ein 

30 Fassungsvolumen von 500 id aufweisen. Zum ersten ProbengefaB werden 100 id 
einer walirigen Losung von humanem Serumalbumin (1 mg Albumin / ml) gegeben 
(Probe 1). Zum zweiten ProbengefaB werden 100 ixl einer Losung von Collagen V 
in PBST (1 fig Collagen V / ml) gegeben (Probe 2). Zum dritten ProbengefaB 
werden 100 /zl einer Losung von Collagen III in PBST (1 /xg Collagen III / ml) 

35 gegeben (Probe 3). 200 Sekunden nach Zugabe der Proteinlosungen werden die 
Proben mit der in Figur 1 skizzierten Mefianordnung magnetisiert (2 mT) und 20 
Millisekunden nach Abschalten des magnetisierenden Feldes beginnend iiber 1 
Sekunden jeweils die magnetische Relaxation bestimmt. In den Proben 1 und 2 ist 
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im Rahmen der Mefisicherheit kein abklingendes magnetisches Feld detektierbar. In 
der Probe 3 ist dagegen ein abklingendes magnetisches Feld detektierbar. Die 
Messungen werden nach Entleeren der Probengefafie und dreimaligem Spulen mit je 
500 fi\ PBST wiederholt. Es ist jetzt in keinem der Probengefafie im Rahmen der 
Mefisicherheit ein abklingendes magnetisches Feld detektierbar. 



Beispiel 6 



10 



100 Mg Avidin werden in 500 /x! 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Losung gelost. 
1 ml dextrangecoatete Magnetitsuspension mit 1 Mol Fe/1 und einer Teilchengrofie 
von ca. 40 nm wird uber eine Sephadex Saule (Pharmacia PD 10) mit 0,1 M 
Natriumhydrogencarbonat umgepuffert. Zu der Suspension werden 0,5 ml 10 mmol 
Natriumperiodat-Losung gegeben. Die Losung wird 2 Stunden im Dunkeln 
15 stehengelassen. Anschliefiend wird uber eine PD 10 mit 0,1 M 

Natriumhydrogencarbonat-Losung eluiert. Zu der Suspension wird die Avidin- 
Losung gegeben. Die Mischung wird 3 Stunden bei 4°C im Dunkeln stehengelassen. 
Anschliefiend werden 5 mg NaBH 4 als Festsubstanz zugegeben und kurz 
geschwenkt. Die Mischung wird 8 Stunden bei 4 °C im Dunkeln stehengelassen. 
20 Anschliefiend werden das magnetitmarkierte Avidin (im folgenden Mag-Avidin 

genannt) uber eine PD 10 Saule mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS, pH 
7,4) eluiert. 

1 mg Rinderserumalbumin wird mit Biotin-N-Hydroxysuccinimid (Sigma) konjugiert 
(im folgenden als Biotin-Albumin bezeichnet) und zu einer Konzentration von 
25 1 Mg / ml in PBS verdunnt. 

1 ml der Biotin-Albumin- Verdunnung wird 3 h bei Raumtemperarur in einem 
Probengefafi aus Polystyrol inkubiert. Anschliefiend wird die Fliissigphase 
verworfen. Das Probengefafi wird dreimal mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung, 
enthaltend 0,1 % Tween* 20 (PBST), gespult. Zu der Probe werden 5 M l Mag- 

30 Avidin gegeben. Es wird 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefiend 

wird die Probe in einer magnetisch abgeschirmten Kammer in einem Feld der Starke 

2 mT 4 cm unterhalb des Squid-Detektors magnetisiert (siehe Figur 1). 400 
Millisekunden nach Abschalten des Magnetfeldes wird uber 100 Sekunden die 
Relaxationsmessung durchgefuhrt. Bei der Probe wird ein abklingendes 

35 magnetisches Feld gemessen. 

1 ml einer Verdunnung von Rinderserumalbumin in PBS (0,1 mg / ml) wird 3 h bei 
Raumtemperatur in einem Probengefafi aus Polystyrol inkubiert. Anschliefiend wird 
die Fliissigphase verworfen. Das Probengefafi wird dreimal mit phosphatgepufferte 



WO 96/23227 



PO7EP96/00339 



-19- 

Kochsalzlosung, enthaltend 0,1 % Tween® 20 (PBST), gespiilt. Zu der Probe 
werden 5 jd Mag-Avidin gegeben. Es wird 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschlieflend wird die Probe in einer magnetisch abgeschirmten Kammer in einem 
Feld der Starke 2 mT 4 cm unterhalb des Squid-Detektors magnetisiert (siehe Figur 
5 1). 400 Millisekunden nach Abschalten des Magnetfeldes wird uber 100 Sekunden 
die Relaxationsmessung durchgefuhrt. Bei der Probe wird im Rahmen der 
MeBsicherheit kein abklingendes magnetisches Feld gemessen. 



BNSOOCIO: <WO 9623227A1_I_> 



96/23227 



PCT/EP96/00339 



-20- 

Patentanspruche 



1 Verfahren zur qualitativen und/oder quantitativen Detektion von Analyten in 
Flussig- und/oder Festphasen dadurch gekennzeichnet, dafl ferro- Oder 
ferrimagnetische kolloidale Teilchen als nachzuweisende magnetische 
Markierung in Immunoassays oder sonstigen Bindungsassays eingesetzt 
werden und die Relaxation ihrer Magnetisierung als MefigroBe bestimmt 



wird. 



2. Verfahren zur quantitativen Detektion von Analyten in Flussig- und 
Festphasen mittels magnetischer Relaxationsmessungen, dadurch 
gekennzeichnet, dafl ferro- oder ferrimagnetische kolloidale Teilchen als 
nachzuweisende magnetische Markierung in Immunoassays oder sonstigen 
Bindungsassays eingesetzt werden. deren Brownsche Relaxation unter den 
MeBbedingungen schneller verlauft als die Neelsche Relaxation. 



3. 



Verfahren zur quantitativen Detektion von Analyten in Flussig- und 
Festphasen mittels Messung der komplexen Suszeptibilitat als Funktion der 
Frequenz dadurch gekennzeichnet, dart ferro- oder ferrimagnetische 
kolloidale Teilchen als nachzuweisende magnetische Markierung in 
Immunoassays oder sonstigen Bindungsassays eingesetzt werden, deren 
Brownsche Relaxation unter den Mefibedingungen schneller verlauft als die 
Neelsche Relaxation. 



Verfahren zur quantitativen Detektion von Analyten in Flussig- und 
Festphasen, dadurch gekennzeichnet, dafi die die Analyten bindenden 
strukturspezifischen Substanzen zunachst 

(i) mil ferrimagnetischen oder ferromagnetischen kolloidalen Teilchen 
markiert werden und anschlieBend 

(ii) diese markierten strukturspezifischen Substanzen in einer zu 
vermessenden fliissigen oder immobilisierten Probe eingesetzt werden, die zi 
vermessende Probe mittels eines von auflen angelegten Magnetfeldes 
aufmagnetisiert wird und nach Abschalten des aufteren Feldes die Relaxation 
der Magnetisierung der magnetischen Marker mittels Magnetfeldsensoren 
vermessen wird. 

Verfahren zur quantitativen Detektion von Analyten in Flussig- und 
Festphasen, dadurch gekennzeichnet, dafi Analyte zunachst 
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(i) mit ferrimagnetischen oder ferromagnetischen kolloidalen Teilchen 
markiert werden und anschliefiend 

(ii) diese magnetisch markierten Analyte in einer zu vermessenden fliissigen 
oder immobilisierten Probe eingesetzt werden, der Substanzen zugesetzt 

5 wurden, die die Analyte spezifisch binden, und die zu vermessende Probe 

mittels eines von aufien angelegten Magnetfeldes aufmagnetisiert wird und 
nach Abschalten des aufieren Feldes die Relaxation der Magnetisierung der 
magnetischen Marker mittels Magnetfeldsensoren vermessen wird. 

JO 6. Verfahren zur quantitativen Detektion von festphasengebundenen Analyten, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die die Analyten bindenden strukturspezifischen 
Substanzen zunachst 

(i) mit im Zeitbereich der Messung relaxierenden ferrimagnetischen oder 
ferromagnetischen kolloidalen Teilchen markiert werden, wobei die 

15 ferrimagnetischen oder ferromagnetischen kolloidalen Teilchen so gewahlt 

werden, dafi die Brownsche Relaxation unter den Mefibedingungen eine 
kiirzere Relaxationszeit aufweist als die Neelsche Relaxation und 
anschliefiend 

(ii) diese magnetisch markierten Substanzen in einer zu vermessenden 
20 immobilisierten Probe eingesetzt werden, und die zu vermessende Probe 

mittels eines von aufien angelegten Magnetfeldes aufmagnetisiert wird und 
nach Abschalten des aufieren Feldes die Relaxation der Magnetisierung der 
magnetischen Marker mittels Magnetfeldsensoren vermessen wird, wobei das 
unterschiedliche Relaxationsverhalten der mit dem Analyten gebundenen 
25 gegeniiber den ungebundenen magnetischen Markern zur Analyse 

herangezogen wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft nachzuweisende 
Analyte mit im Zeitbereich der Messung relaxierenden ferrimagnetischen 

30 oder ferromagnetischen kolloidalen Teilchen markiert werden, deren 

Brownsche Relaxation unter den Mefibedingungen eine kiirzere 
Relaxationszeit aufweist als die Neelsche Relaxation und den zu 
vermessenden Proben zusatzlich die Analyte spezifisch bindende Substanzen 
zugesetzt werden, beziehungsweise die Analyte spezifisch bindende 

35 Substanzen in der Probe immobilisiert vorliegen. 

8. Verfahren zur quantitativen Detektion von in fliissiger Phase vorliegenden 
Analyten, dadurch gekennzeichnet, dafi die die Analyten bindenden 
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strukturspezifischen Substanzen zunachst 

(i) mit ferrimagnetischen oder ferromagnetischen kolloidalen Teilchen 
markien werden, deren Brownsche Relaxation unter den MeBbedingungen 
eine kiirzere Relaxationszeit aufweist als die Neelsche Relaxation und 

5 anschlieBend 

(ii) diese magnetisch markierten Substanzen in einer zu vermessenden Probe 
emgesetzt werden, und die zu vermessende Probe mittels eines von aufien 
angelegten Magnetfeldes aufmagnetisiert wird und nach Abschalten des 
auBeren Feldes die Relaxation der Magnetisierung der magnetischen Marker 

0 m.ttels Magnetfeldsensoren vermessen wird, wobei das unterschiedliche 

Relaxationsverhalten der mit dem Analyten gebundenen gegenuber den 
ungebundenen magnetischen Markern zur Analyse herangezogen wird. 

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet. daft nachzuweisende 
Analvte mit ferrimagnetischen oder ferromagnetischen kolloidalen Teilchen 
markien werden. deren Brownsche Relaxation unter den MeBbedingungen 
eine kiirzere Relaxationszeit aufweist als die Neelsche Relaxation und den zu 
vermessenden Proben zusatzlich die Analyte spezifisch bindende Substanzen 
zugesetzt wurden. 

Verfahren gemaB den Anspriichen 1 und 4 bis 9, dadurch gekennzeichnet 
daB zur Detektion die Messung der komplexen Suszeptibilitat als Funktion 
der Frequenz herangezogen wird. 

Verfahren gemafl den Anspriichen 1 bis 10. dadurch gekennzeichnet. daft die 
strukturspezifischen Substanzen Antikorper, Antikdrperfragmente, Biotin 
Oder Biotin spezifisch bindende Substanzen wie Avidin oder Streptavidin. 
spezifisch an Rezeptoren bindende Agonisten oder deren Antagonisten. 
spezifische Peptide und Proteine. Rezeptoren. Enzyme. Enzymsubstrate. 
Nukleotide, Ribonukleinsauren. Desoxyribonukleinsauren. Kohlenhydrate 
oder Lipoproteine sind. 



9. 

15 



10. 



25 11. 



12. Verfahren gemaB Anspruch 11. dadurch gekennzeichnet, dafl die an 

Rezeptoren bindenden Agonisten Zytokine, Lymphokine oder Endotheline 
35 sind. 
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13. Verfahren gemaB den Anspriichen 11 und 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
die strukturspezifischen Substanzen eine Bindungskonstante im Bereich von 
105 . !015 (mol/1) 1 haben. 

5 14. Verfahren gemaB den Anspriichen 11 und 12, dadurch gekennzeichriet, daB 
die strukturspezifischen Substanzen eine Bindungskonstante im Bereich von 
10 7 - 10 15 (mol/1) 1 haben. 

15. Verfahren gemaB den Anspriichen 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB als 
10 Magnetfeldsensoren Superconducting Quantum Interference Devices 

(SQUIDs), Induktionsspulen t Fluxgate-Magnetometer, Giant- 
Magnetoresistance-Sensoren oder magnetoresistive Wandler eingesetzt 
werden. 

15 16. Verfahren gemaB den Anspriichen 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB 
eine Bestimmung von zwei oder mehreren verschiedenen Analyten in einer 
Probe durchgefuhrt wird. 

17. Verfahren gemaB Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, zwei oder mehrere 
20 ferromagnetische oder ferrimagnetische Substanzen mit diskriminierbaren 

Brownschen oder Neelschen Relaxationszeiten verwendet werden. 

18. Verbindungen zur quantitativen Detektion von Analyten in Flussig- und 
Festphasen mittels magnetischer Relaxationsmessungen oder mittels 

25 Messungen der komplexen Suszeptibilitat als Funktion der Frequenz, dadurch 

gekennzeichnet, daB sie aus Kombinationen von ferro- oder 
ferrimagnetischen kolloidalen Teilchen mit strukturspezifischen Substanzen 
oder nachzuweisenden Substanzen bestehen. 

30 19. Verbindungen zur quantitativen Detektion von Analyten in Flussig- und 
Festphasen mittels magnetischer Relaxationsmessungen oder mittels 
Messungen der komplexen Suszeptibilitat als Funktion der Frequenz, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie aus Kombinationen von ferro- oder 
ferrimagnetischen kolloidalen Teilchen mit strukturspezifischen Substanzen 

35 oder nachzuweisenden Substanzen bestehen, deren Brownsche Relaxation 

unter den MeBbedingungen schneller verlauft als die Neelsche Relaxation. 
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Verfahren gemafi den Anspriichen 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen eine Teilchengrofie im 
Bereich von 1 bis 400 nm haben. 



Verfahren gemafi den Anspnichen 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen eine Teilchengrofie im 
Bereich von 1 bis 100 nm haben. 



Verfahren gemafi den Anspnichen 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen mit einer Hiille aus 
oligomeren oder polymeren Kohlenhydraten, Proteinen, Peptiden, 
Nukleotiden und/ oder Lipiden stabilisiert sind. 



23. Verbindungen gemafi den Anspnichen 18 und 19, dadurch gekennzeichnet, 
15 dafi die ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen eine 

Teilchengrofie im Bereich von 1 bis 400 nm haben. 

24. Verbindungen gemafi den Anspnichen 18 und 19, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen eine 

20 Teilchengrofie im Bereich von 1 bis 100 nm haben. 

25. Verbindungen gemafi den Anspnichen 18, 19, 23 und 24, dadurch 

gekennzeichnet, dafi die ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen 

mit einer Hiille aus oligomeren oder polymeren Kohlenhydraten. Proteinen, 

25 Peptiden, Nukleotiden, Tensiden, Polymeren und/ oder Lipiden stabilisiert 

sind. 



30 



35 



26. Verbindungen gemafi den Anspnichen 18, 19, 23 und 24, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die strukrurspeziflschen Substanzen Antikorper, 
Antikorperfragmente, Biotin oder Biotin bindende Substanzen wie Avidin 
oder Streptavidin, spezifisch an Rezeptoren bindende Agonisten oder deren 
Antagonisten, spezifische Peptide und Proteine, Rezeptoren, Enzyme, 
Enzymsubstrate, Nukleotide, Ribonukleinsiiuren, Desoxyribonukleinsauren, 
Kohlenhydrate, oder Lipoproteine sind. 

27. Verwendung der Verfahren gemafi den Anspnichen 1 - 17 und 20 bis 22 in 
der Feniiitat, Histokompatibilitat, Allergologie, Infektiologie, Hygiene, 



.1 
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Genetik, Virologie, Bakteriologie, Toxikologie, Pathologic Umweltanalytik 
und medizinischen Diagnostik. 

28. Verwendung der Verbindungen gemafl den Anspriichen 18, 19, 23 und 24 in 
5 der Fertilitat, Histokompatibilitat, Allergologie, Infektiologie, Hygiene, 

Genetik, Virologie, Bakteriologie, Toxikologie, Pathologie, Umweltanalytik 
und medizinischen Diagnostik. 

29. Verwendung von Kombinationen aus ferri- oder ferromagnetischen 

10 Substanzen mit strukturspezifischen Substanzen oder von Kombinationen aus 

ferri- oder ferromagnetischen Substanzen mit nachzuweisenden Analyten in 
Verfahren gemaG den Anspriichen 1-17 und 20 bis 22. 

30. Verfahren zur magnetorelxaometrischen Detektion in den menschlichen 

15 Korper eingebrachter ferro- oder ferrimagnetischer kolloidaler Teilchen, , , 

dadurch gekennzeichnet, daft die Neelsche Relaxation der Magnetisierung 
dieser Teilchen nach Abschalten eines magnetisierenden Feldes bestimmt 
wird. 

20 31. Verfahren zur Immunmagnetographie, dadurch gekennzeichnet, daft 
strukturspezifische Substanzen zunachst 

(i) mit ferrimagnetischen oder ferromagnetischen kolloidalen Teilchen 
markiert werden und anschlieflend 

(ii) diese markierten strukturspezifischen Substanzen in den lebenden 
25 Organismus eingebracht werden. das interessierende Volumen des 

Organismus^mittels eines von auflen angelegten Magnetfeldes aufmagnetisiert 
wird und nach Abschalten des aufieren Feldes die Relaxation der 
Magnetisierung der magnetischen Marker mittels Magnetfeldsensoren 
vermessen wird. 

30 

32. Verfahren gemaft den Anspriichen 30 und 31, dadurch gekennzeichnet, daft 
die strukturspezifischen Substanzen Antikorper, Antikdrperfragmente, Biotin 
oder Biotin spezifisch bindende Substanzen wie Avidin oder Streptavidin, 
spezifisch an Rezeptoren bindende Agonisten oder deren Antagonisten, 
35 spezifische Peptide und Proteine, Rezeptoren, Enzyme, Enzymsubstrate, 

Nukleotide, Ribonukleinsauren, Desoxyribonukleinsauren, Kohlenhydrate 
oder Lipoproteine sind. 
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Verfahren gemafi Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dafi die an 
Rezeptoren bindenden Agonisten Zytokine, Lymphokine oder Endotheline 
sind. 

Verfahren genial) den Anspriichen 32 und 33, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die stmkturspezifischen Substanzen eine Bindungskonstante im Bereich von 
10 5 - 10 15 (mol/l)-* haben. 

Verfahren gemafi den Anspriichen 32 und 33, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die strukrurspezifischen Substanzen eine Bindungskonstante im Bereich von 
10 7 - 10 15 (mol/l)- 1 haben. 

Verfahren gemafi den Anspriichen 30 bis 35, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Magnetfeldsensoren Superconducting Quantum Interference Devices 
(SQUIDs), Induktionsspulen, Fluxgate-Magnetometer, Giant- 
Magnetoresistance-Sensoren oder magnetoresistive Wandler eingesetzt 
werden. 

Verfahren gemafi den Anspriichen 30 bis 36, dadurch gekennzeichnet, daB 
anstelle von Relaxationsmessungen die Messung der kompiexen 
Suszeptibilitat als Funktion der Frequenz zur Auswerrung herangezogen 
wird. 

Verwendung von Verbindungen gemafi den Anspriichen 17 und 21 bis 24, in 
Verfahren gemafi den Anspriichen 30 bis 37. 

Verwendung von Kombinationen aus ferri- oder ferromagnetischen 
Substanzen mit strukrurspezifischen Substanzen in Verfahren gemafi den 
Anspriichen 30 bis 37. 

Verbindungen zur Anwendung in Verfahren gemafi den Anspriichen 30 - 37, 
dadurch gekennzeichnet, dafi sie aus Kombinationen biologisch abbaubarer 
ferri- oder ferromagnetischer Substanzen mit strukrurspezifischen Substanzen 
bestehen. 

Verbindungen zur Anwendung in Verfahren gemafi den Anspriichen 30 - 37, 
dadurch gekennzeichnet, dafi sie aus Kombinationen biologisch abbaubarer 
ferri- oder ferromagnetischer Substanzen mit strukturspezifischen Substanzen 
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bestehen, wobei die Brownschen Relaxationszeiten der Kombinationen aus 
ferri- oder ferromagnetischen Substanzen mit strukturspezifischen Substanzen 
bei Korpertemperatur in Korperflussigkeiten kiirzer als die Neelschen 
Relaxationszeiten sind. 

5 

42. Verbindungen gemafi Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dafl die ferri- 
oder ferromagnetischen Substanzen Eisenoxide biologisch abbaubar sind. 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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